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Abstract of DE1 01 38497 

Detection of a substance in a fluid comprises that the substance is bonded with microparticles (30), 
during a stage in which electrical variations caused by binding to receptors in the cell are measured. 
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@ IDS/MP zur Erfassung von biochemischen Rezeptor-Ligand-Systemen 

@ Es wird ein Verfahren zum Nachweisen einer Substanz 
in elner Flussigkeit angegeben, bei dem eine die Substanz 
enthaltende Flussigkeit in eine Messzelle eingegeben 
wird, die zumindest zwei Messelektroden und eine Ober- 
f I ache mit ersten Rezeptoren zum Binden der Substanz 
umfasst, und bei dem Anderungen elektrischer GrofSen 
mittels der Messelektroden gemessen werden, wobei die 
Anderungen durch das Binden der Substanz an die ersten 
Rezeptoren hervorgerufen werden. Die nachzuweisende 
Substanz kann insbesondere eine Nucleinsaure sein. Die 
Erfindung ist dadurch gekennzeichnet, dass die Substanz 
wahrend des Messens der Anderungen elektrischer Gra- 
ven mit Mikropartikein verbunden ist. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfiadung betrifft ein Verf ahren zura Nachwei- 
sen einer Substanz in einer Fliissigkeit, bei dem eine die 
Substanz enthaltenden Fliissigkeit in eine Messzelle einge- 5 
geben wird, die zumindest zwei Messelektroden und eine 
Oberflache mit ersten Rezeptoren zum Binden der Substanz 
umfasst, und bei dem Anderungen elektrischer GroBen mit- 
tels der Messelektroden gemessen werden, wobei die Ande- 
rungen durch das Binden der Substanz an die ersten Rezep- 10 
toren hervorgerufen werden, Ein Rezeptor ist dabei eine 
Substanz, die eine nachzuweisende Substanz binden (anla- 
gera) kann. 

[0002] Messzellen und Nachweis verfahren nach dem EIS - 
Prinzip (Elektrolyte-Ihsulator-Semiconductor-Prinzip) wur- 15 
den bereits in der Vergangenheit verwendet (vgl. Schyberg 
et al., Sens. & Act. B26-27, 1995, 457 oder auch Soutey- 
rand et al., Sens. & Act. B20, 1994, 63). Dabei werden elek- 
trochemische Messanordnungen verwendet, die raumlich 
weit voneinander entfernt Messelektroden zum Erfassen 20 
von Molekiilen in elektrodennahen, diinnen Grenzschichten 
besitzen, wobei ein Isolator als Kopplungs- und Ubertra- 
gungselement wirkt. Nachteilig ist jedoch, dass bei diesen 
Verfahren und Messanordnungen bereits die Anwesenheit 
geringer Mengen von Fremdsubstanzen die Messgenauig- 25 
keit erheblich verringern konnen. Dieser Effekt ist insbeson- 
dere schon bei geringen Mengen an Elektrolyten zu beob- 
achten. 

[0003] Gegenwartig wird versucht, Messzellen mit Elek- 
trodenabstanden im Submikrometerbereich herzustellen, 30 
um eine Verbesserung der Nachweisempfindlichkeit zu er- 
reichen (siehe dazu beispielsweise Hoffmann et al., Trans- 
ducer '95-Eurosensors IX, 1995, 837, oder Van Gerwen et 
al„ Sens. & Act. 849, 1998, 73). Solche Messzellen sind je- 
doch nur aufwendig herstellbar. Ferner beseitigen sie nicht 35 
das grundlegende Problem, dass der Einfluss von Elektroly- 
ten auf die mittels der Messelektroden gemessenen elektri- 
schen GroBen zum Teil in gleicher GroBenordnung wie jene 
Anderungen liegt, die durch die nachzuweisenden Molekule 
(Substanzen) verursacht werden. Dementsprechend erfor- 40 
dern derartige Nachweis verf ahren einen besonders hohen 
Aufwand und konnen eine hohe Fehlerrate aufweisen. 
[0004] Es ist daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfin- 
dung, ein Verfahren anzugeben, um eine Substanz in einer 
Fliissigkeit nachzuweisen, wobei die zuvor beschriebenen 45 
Nachteile verringert oder ganzlich ausgeschaltet werden 
sollten. Bevorzugt ist es dabei, wenn der Nachweis auch die 
Bestimmung der Konzentration oder Menge der Substanz in 
der Fliissigkeit umfasst. 

[0005] Die Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren der 50 
eingangs beschriebenen Art, bei dem die Substanz in Schritt 
b) mit Mikropartikeln verbunden ist. 

[0006] Die Verwendung von Mikropartikeln zur Prepara- 
tion und Separation von Biomolekulen wie z. B. DNA ist in 
die Laborroutine eingegangen (siehe beispielsweise Dynal 55 
A. S. 3 rd ed.: Dynal Corp.: Oslo, Norwegen, 1998). Insbe- 
sondere ist die Anbindungskinetik von Nucleinsauren an 
Mikropartikel intensiv untersucht worden (siehe beispiels- 
weise Stevens et al., Nucleic Acids Res., 1999, 7, oder Day 
et al., Biochem J. 278, 1991, 735). 60 
[0007] Uberraschend wurde nun gefunden, dass es mog- 
lich ist, Mikropartikel zusammen mit bekannten Messzellen 
zu verwenden, ohne dass die Mikropartikel die Messelektro- 
den oder die Beschichtung mit dem ersten Rezeptor bescha- 
digen. Der Begriff "Mikropartiker' umfasst auch Nanoparti- 65 
kel. 

[0008] Da die Anderung der elektrischen GroBen, insbe- 
sondere des elektrischen Feldes, hauptsachlich von der An- 



wesenheit der Mikropartikel verursacht wird, ist es mit dem 
erfindungsgemaBen Verfahren auf vorteilhaft einfache 
Weise moglich, den durch Elektrolyten und andere Fremd- 
substanzen hervorgerufenen Messfehler erheblich zu verrin- 
gern, so dass dieser in manchen Fallen vollig vernachlassigt 
werden kann. 

[0009] Mit dem erfindungsgemaBen Nachweisverfahren 
konnen nachzuweisende Substanzen in niedrigeren Kon- 
zenztrationen als mit den eingangs beschriebenen Verfahren 
sicher nachgewiesen werden. Dies ist insbesondere beim 
Nachweis von Nucleinsauren vorteilhaft, da diese bisher in 
einem Polymerase-Kettenreaktions- Verfahren (PGR) oder 
einem vergleichbaren Verfahren zunachst vervielfaltigt wer- 
den mussten, um die Nachweisgrenze zu erreichen. Bei sol- 
chen Vervielfaltigungen konnen jedoch Fehler auftreten. 
Insbesondere kann nicht oder nur unter hohem Aufwand si- 
chergestellt werden, dass die vervielfaltigte Menge der 
nachzuweisenden Nucleinsaure proportional ist zur ur- 
spriinglich vorliegenden Menge der nachzuweisenden Nu- 
cleinsaure. Dadurch wird die Quantifizierung der nachzu- 
weisenden Nucleinsaure erheblich erschwert oder unmog- 
lich gemacht. Ferner kommt hinzu, dass unterschiedHche 
Nucleinsauren unterschiedliche Vervielfaltigungs-Effizien- 
zen in PGR- Verfahren besitzen konnen, so dass in her- 
kommlichen Verfahren die Vergleichbarkeit der Messergeb- 
nisse unterschiedlicher Nucleinsauren nicht mehr gesichert 
ist. Diese Nachteile werden durch das erfindungsgemaBe 
Verfahren auf vorteilhaft einfache Weise ausgeraumt oder 
gemildert. 

[0010] Das erfindungsgemaBe Nachweisverfahren erlaubt 
zudem, die nachzuweisende Substanz anhand der Mikropar- 
tikel aus einer Losung auf vorteilhaft einfache Weise zu ex- 
trahieren und in unmittelbarem Anschluss hieran mit der 
Elektrodenanordnung nachzuweisen. 
[0011] SchlieBlich erlaubt es das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren auch, biochemische Rezeptor-Ligand-Wechselwir- 
kungen wie beispielsweise Affinitaten, wie sie bei Nuclein- 
saurehybridisierungen eine Rolle spielen, zu bestimmen. 
[0012] Bevorzugt umfassen die Messelektroden, wie sie 
im erfindungsgemaBen Verfahren verwendet werden, diinne 
Schichten aus Metalien, insbesondere aus Gold oder aus 
Platin, oder anderen elektrisch leitfahigen Materialien. Die 
Messelektroden sind vorzugs weise zu einer Interdigital- 
struktur verzahnt. Der Elektrodenabstand liegt bevorzugt im 
Submikrometerbereich. Die Elektroden sind auf einem Tra- 
germaterial angeordnet, das vorzugsweise aus der Gruppe 
ausgewahlt ist, die Glas, Silizium und Kunststoffe umfasst. 
[0013] Der erste Rezeptor ist vorzugsweise tiber eine Bio- 
tin-Streptavidin-Bindung an die Oberflache in der Messzelle 
gebunden. Dabei kann die Oberflache auch Oberflachenab- 
schnitte der Messelektroden umfassen. 
[0014] Der erste Rezeptor bindet im wesentlichen nur an 
die nachzuweisende Substanz und nicht an weitere in der 
Fliissigkeit vorliegende Substanzen. Der Ausdruck "im we- 
sentlichen" bedeutet dabei, dass die Bindung des ersten Re- 
zeptors an die nicht nachzuweisenden Substanzen nur in so 
geringem AusmaB erfolgt, dass der Nachweis der nachzu- 
weisenden Substanz nicht verhindert oder wesentlich er- 
schwert wird. Die Stringenz der Bindung des ersten Rezept- 
ors an die nachzuweisende Substanz wird vorzugsweise 
durch das Einstellen der Temperatur und/oder des pH-Wer- 
tes der Fliissigkeit eingestellt. 

[0015] Die Mikropartikel konnen vorzugsweise in direk- 
ter Nahe der Messelektroden binden. Sobald die Mikroparti- 
kel in die Nahe der Messelektroden geraten, konnen sie ein 
zwischen den Messelektroden bestehendes elektrisches Feld 
storen und eine Anderung beispielsweise der Konduktivitat 
und/oder Kapazitat der Messzelle herbeifuhren. Diese An- 
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derung ist messbar und kann als indirekter Nachweis eines 
Bindungsereignisses eines Mikropartikels an die Oberflache 
der Messzelle verwendet werden. 

[0016] Die Messzelle ist vorzugsweise in einer Durch- 
flusszelle, insbesondere in einem mikrofluidischen System, 5 
angeordnet, so dass die Flussigkeit, die die Mikropartikel 
und die nachzuweisende Substanz umfasst, vorteilhaft ein- 
fach mit den Messelektroden und der Oberflache in Kontakt 
gebracht und gegebenenf alls auch wieder abgewaschen wer- 
den kann. 10 
[0017] Besonders bevorzugt ist ein Verfahren der be- 
schriebenen Art, bei dem die Substanz vor oder wahrend 
Schritt b) iiber zweite Rezeptoren mit den Mikropartikeln 
verbunden wird. Dadurch ist auf vorteilhaft einfache Weise 
moglich, auch solche Substanzen nachzuweisen, die nicht 15 
von vornherein mit Mikropartikeln verbunden sind. Ein 
weitere Vorteil ist, dass Mikropartikel jeweils zum Nach- 
weisen verschiedener Substanzen durch Ankoppeln unter- 
schiedlicher zweiter Rezeptoren vorgefertigt werden kon- 
nen. Dadurch wird die Automatisierung eines erfindungsge- 20 
maBen Verfahrens und ein hoher Probendurchsatz auf vor- 
teilhafte Weise gefordert. ZweckmaBigerweise sind die 
zweiten Rezeptoren auf der Oberflache der Mikropartikel 
immobihsiert. 

[0018] Die Mikropartikel sind vorzugsweise iiber eine 25 
Streptavidin-Biotin-Bindung mit den zweiten Rezeptoren 
verbunden. Die zweiten Rezeptoren kornen entweder geeig- 
net sein, spezifisch an die nachzuweisende Substanz zu bin- 
den; sie konnen jedoch auch unspezifischer sein und an eine 
Vielzahl von Substanzen binden. 30 
[0019] Ferner ist ein Verfahren bevorzugt, bei dem die Mi- 
kropartikel magnetisch, vorzugsweise ferromagnetisch sind. 
Solche Mikropartikel sind sehr preiswert. Verfahren zur An- 
bindung unterschiedlichster Rezeptoren an solche Mikrop- 
artikel sind seit langem bekannt und optimiert. 35 
[0020] Magnetische Mikropartikel erlauben es auBerdem 
auf vorteilhaft einfache Weise, die mit Mikropartikeln ver- 
bundene Substanz aus einer flussigen Phase zu extrahieren 
und zu waschen. Wird eine solche Extraktion vor Durchfuh- 
ren eines erfindungsgemaBen Nachweisverfahrens durchge- 40 
fuhrt, so konnen auf vorteilhaft einfache Weise eventuelle 
storende Begleitstoffe entfernt werden. Im Anschluss an ein 
erfindungsgemaBes Nachweisverfahren erlauben es magne- 
tische Mikropartikel zudem, aus der Messzelle abgewa- 
schene Substanz auf vorteilhaft einfache Weise wiederzuge- 45 
winnen. 

[0021] Ferner ist ein Verfahren bevorzugt, bei dem die 
nachzuweisende Substanz wahrend Schritt b) im wesentli- 
chen vollstandig an Mikropartikel gebunden vorliegt. In die- 
sem Fall enthalt die Flussigkeit in Schritt b) keine freie 50 
nachzuweisende Substanz. ZweckmaBigerweise wird die an 
Mikropartikel gebundene von der nicht gebundenen Sub- 
stanz abgetrennt. Dies kann beispielsweise anhand der vor- 
zugsweise magnetischen oder ferromagnetischen Mikropar- 
tikel geschehen. Durch die Abtrennung wird auf vorteilhaft 55 
einfache Weise die Konkurrenz zwischen nachweisbarer, 
mikropartikelgebundener Substanz und der schwerer nach- 
weisbaren, nicht mikropartikelgebundenen Substanz um den 
ersten Rezeptor verringert, so dass die Messqualitat und 
Nachweisempfindlichkeit verbessert wird. 60 
[0022] Ferner ist ein Verfahren bevorzugt, bei dem die 
Substanz eine Nucleinsaure umfasst und die ersten und/oder 
die zweiten Rezeptoren jeweils eine erste bzw. zweite Nach- 
weis-Nucleinsaure umfassen, die jeweils mit einem Ab- 
schnitt der Nucleinsaure der Substanz hybridisieren kann. 65 
Nucleinsauren im Sinne des Nachweisverfahrens sind Sub- 
stanzen, die eine oder mehrere Nucleobasen (Adenin, Cyto- 
sin, Guanin, Thymin, Uracil) oder deren funktionale Ana- 
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loga, wie zum Beispiel Hypoxanthin, umfassen, wobei die 
Nucleobasen durch ein Pentosephosphat-Ruckgrat oder ei- 
nes seiner funktionellen Aquivalente verbunden sind. We- 
sentliches Merkmal von Nucleinsauren ist, dass zwei Nu- 
cleinsauren anhand ihrer Nucleobasen miteinander hybridi- 
sieren konnen. Die Verbindung von Nucleinsauren durch 
Hybridisieren, also durch Anlagerung zweier Nucleinsauren 
unter Bildung einer moglichst hohen Zahl komplementarer 
Basenpaarungen, gehort zur Laborrou tine, so dass der Fach- 
mann eine entsprechende Anpassung und Optimierung des 
erfindungsgemaBen Nachweisverfahrens leicht selbst vor- 
nehmen kann. Insbesondere ist der Fachmann in der Lage, 
bei bekannter Sequenz der von der nachzuweisenden Sub- 
stanz umfassten Nucleinsaure Nachweis-Nucleinsauren fur 
die ersten und/oder zweiten Rezeptoren zum Binden jeweils 
eines Abschnitts der von der Substanz umfassten Nuclein- 
saure herzustellen. Werden Nucleinsauren sowohl fur die er- 
sten als auch fur die zweiten Rezeptoren verwendet, so wer- 
den die Nucleinsauren vorzugsweise so gewahlt, dass sie 
unter den gewahlten Verfahrensbedingungen moglichst we- 
nig oder gar nicht miteinander hybridisieren. 
[0023] Ferner ist ein Verfahren bevorzugt, bei dem der 
Abstand zwischen jeweils zwei benachbarten Messelektro- 
den der Messzelle weniger als 5 Mikrometer, vorzugsweise 
2 oder weniger Mikrometer, besonders bevorzugt 500 Nano- 
meter oder weniger betragt. Durch Verringerung des Elek- 
trodenabstandes in dem Submikrometerbereich lassen sich 
auf vorteilhafte Weise die Einfliisse storender Substanzen 
verringern. Im Bereich zwischen 5 Mikrometem und 500 
Nanometern ist zudem der Aufwand fur das Herstellen der 
Messelektroden bei ausreichend niedriger Nachweisgrenze, 
also bei ausreichend hoher Empfindlichkeit der Messelek- 
trode im erfindungsgemaBen Verfahren, noch vertretbar ge- 
ring. 

[0024] Ferner ist ein Verfahren bevorzugt, bei dem die 
Messelektroden mit einer Oberflachenpassivierungsschicht 
versehen sind. Durch eine solche Oberflachenpassivierungs- 
schicht werden die Messelektroden vor Beschadigungen ge- 
schutzt, so dass sie auf vorteilhafte Weise in hoher Qualitat 
wiederverwendet werden konnen. 

[0025] Dabei ist es bevorzugt, wenn die Oberflachenpassi- 
vierungsschicht ein Material umfasst, das ausgewahlt ist aus 
Si02, Si3N4, Metalloxiden, einem Polymer, oder einer Mi- 
schung dieser Materialien. Besonders bevorzugte Metall- 
oxide sind Wolframoxid und Aluminiumoxid. Ein beson- 
ders bevorzugtes Polymer ist Polyamid. Mit den genannten 
Materialien lassen sich verhaltnismaBig leicht Oberflachen- 
passivierungsschichten herstellen, die einfach auf unbe- 
schichteten Messelektroden angebracht werden konnen, 
eine gute Haltbarkeit und Bestandigkeit der Messelektroden 
bei der Verwendung in erfindungsgemaBen Verfahren bewir- 
ken und die Messung der Anderung elektrischer GroBen im 
wesentlichen nicht behindern oder gar verhindern. Vorzugs- 
weise haben Oberflachenpassivierungsschichten eine Dicke 
von 10 nm bis zu einigen 100 nm. 

[0026] Besonders bevorzugt ist ein Verfahren, bei dem die 
Schritte a) und b) gleichzeitig durchgefiihrt werden. Solche 
Verfahren ermoglichen es, einen hohen Probendurchsatz zu 
erzielen. Sie gestatten es zudem, das Bindungsverhalten der 
Substanz an den ersten Rezeptor zu untersuchen. 
[0027] Besonders bevorzugt ist ein Verfahren, bei dem in 
einer Losung eine oder mehrere Substanzen nachgewiesen 
werden konnen, indem die wassrige Losung in mehreren er- 
findungsgemaBen Verfahren nacheinander oder gleichzeitig 
eingesetzt wird, wobei sich die Verfahren in den jeweils ver- 
wendeten ersten und/oder zweiten Rezeptoren unterschei- 
den. Besonders bevorzugt ist es dabei, wenn die Verfahren 
in mehreren Messzellen parallel durchgefiihrt werden, wo- 
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bei die Messzellen zu einem einheitlichen Bauteil vereinigt 
sind. Auf diese Weise konnen mit einem einzigen Messzel- 
len-Bauteil mehrere unterschiedliche Substanzen gleichzei- 
tig nachgewiesen und/oder beispielsweise eine Substanz in 
unterschiedlichen Konzentrationen nachgewiesen werden. 
Somit kann die Analyse komplexer Losungen vorteilhaft 
vereinfacht und beschleunigt werden. 
[0028] SchlieBlich ist die Verwendung von Mikroparti- 
keln in einem der zuvor beschriebenen erfindungsgemaBen 
Verfahren sowie die Verwendung einer Messzelle in einem 
der zuvor beschriebenen erfindungsgemaBen Verfahren be- 
vorzugt. Mit der Verwendung von Mikropartikeln und/oder 
Messzellen konnen die zuvor beschriebenen "Verfahrensvor- 
teile verwirklicht werden. 

[0029] Vorteilhafte Weiterbildungen der Erfindung sind 
durch die Merkmale der Unteranspriiche gekennzeichnet 
[0030] Die Erfindung wird nachfolgend anhand bevorzug- 
ter Ausfuhrungsbeispiele und Figuren naher erlautert. Es 
stellen dar: 

[0031] Fig, 1 perspektivische Darstellung einer Messzelle 
mit Mikropartikeln, 

[0032] Fig. 2 Querschnitt durch eine Messzelle nach Fig. 
1, 

[0033] Fig. 3 Prinzipdarstellung eines Rezeptor-Ligand- 
Systems. 

[0034] Fig. 1 zeigt eine perspektivische Darstellung einer 
Messzelle 1. Diese umfasst einen Trager 2. Auf dem Trager 
2 ist eine Oberflachenschicht 5 angeordnet. Die Oberfla- 
chenschicht 5 umfasst einen ersten Rezeptor 20 (siehe Fig. 
3; hier nicht dargestellt). 

[0035] Auf der Oberflachenschicht 5 sind zwei Messelek- 
troden 10, 10 f angeordnet. Die Messelektroden besitzen Fin- 
ger 12, 12', die jeweils in den Raum zwischen den Messelek- 
troden 10, 10' vorspringen. Die Messelektroden 10, 10' bil- 
den somit eine Interdigitalstruktur. 

[0036] In Fig. 2 ist ein Querschnitt durch eine Messzelle 
nach Fig. 1 dargestellt. Elektrische Feldlinien 18 sind sche- 
matisch zwischen jeweils zwei im Querschnitt gezeigten 
Fingern 12, 12' der Messelektroden 10, 10' dargestellt. Ober- 
halb der Oberflachenschicht 5, also auf ihrer dem Trager 2 
abgewandten Seite, befindet sich eine Hussigkeit (nicht dar- 
gestellt). Die Hussigkeit enthalt Mikropartikel 30. Diese 
sind zu einem Teil an die Oberflachenschicht 5 zwischen 
den Fingern 12, 12* der Messelektroden 10, 10' gebunden, 
zum anderen Teil schweben sie ungebunden in der Fliissig- 
keit. 

[0037] Fig. 3 zeigt anhand einer schematischen Quer- 
schnittsansicht einer Messzelle nach Fig. 1 das Prinzip eines 
Rezeptor-Ligand-Systems. Auf der Oberflachenschicht 5 ist 
ein erster Rezeptor 20 gebunden. Dieser Rezeptor ist eine 
Einzelstrang-DNA. Links dargestellt schwebt oberhalb des 
ersten Rezeptors 20, also auf der dem Trager 2 abgewandten 
Seite der Oberflachenschicht 5, in einer Fliissigkeit (nicht 
dargestellt) ein Mikropartikel 30 (linke Seite von Fig. 3). 
Auf der Oberfl ache des Mikropartikels 30 ist ein zweiter Re- 
zeptor 29 gebunden. Der zweite Rezeptor 29 ist ebenfalls 
eine einzelstrangige DNA. An den zweiten Rezeptor 29 ist 
eine nachzuweisende Substanz 25 als Ligand gebunden. Die 
Substanz 25 umfasst eine Nucleinsaure, von der ein endstan- 
diger Abschnitt an einen Abschnitt des zweiten Rezeptors 
29 gekoppelt ist; eine solche Kopplung kann durch Hybridi- 
sieren der beteiligten Abschnitte erzielt werden. 
[0038] Auf der rechten Seite in Fig. 3 ist die Bindung ei- 
nes Mikropartikels 30 an die Oberflachenschicht 5 darge- 
stellt, Der erste Rezeptor 20 hat an einen Abschnitt der Sub- 
stanz 25 gebunden. Ein weiterer Abschnitt, der dem zur Bin- 
dung mit dem ersten Rezeptor 20 verwendeten Abschnitt 
der Substanz 25 gegeniiberliegt, ist an einen Abschnitt des 



zweiten Rezeptors 29 gebunden. Cer zweite Rezeptor 29 
wiederum ist an ein Mikropartikel 30 gebunden. 
[0039] Zur Durchfuhrung des Nachweis-Verfahrens wer- 
den zunachst Mikropartikel 30 mit an ihrer Oberflache ange- 
5 koppelten zweiten Rezeptoren 29 mit einer die Substanz 25 
enthaltenden Hussigkeit gemischt. Die Substanz 25 bindet 
dann jeweils mit einem Abschnitt an den zweiten Rezeptor 
29. Die Stringenz der Bindungsreaktion kann durch Einstel- 
len von Temperatur und pH-Wert beeinflusst werden. In Ab- 

10 hangigkeit von dem verwendeten zweiten Rezeptor 29 ist es 
auch moglich, Blockierungssubstanzen vorzusehen, um eine 
unspezifische Bindung anderer Substanzen als der Substanz 
25 an den zweiten Rezeptor 29 zu verhindern. 
[0040] Nach dem Binden der Substanz 25 an den zweiten 

15 Rezeptor 29 und damit auch an Mikropartikel 30 kann die 
gebundene Substanz 25 anhand der Mikropartikel 30 aus der 
Flussigkeit extrahiert werden. Dazu kann ein auBeres Ma- 
gnetfeld angelegt werden, so dass die zuvor in der Fliissig- 
keit frei schwebenden Mikropartikel 30 unter der Wirkung 

20 des angelegten Magnetfelds aus der Flussigkeit herausgezo- 
gen werden. In einem Waschschritt konnen die aus der Fliis- 
sigkeit herausgezogenen Mikropartikel 30 von Resten der 
Hussigkeit befreit werden. Die Mikropartikel 30 mit der 
iiber den zweiten Rezeptor 29 daran gebundenen Substanz 

25 25 konnen anschlieBend erneut in eine Flussigkeit aufge- 
nommen werden. Fur die Durchfuhrung des Verfahrens ist 
ein solcher Extraktionsschritt jedoch nicht notwendig; auch 
die urspriingliche Hussigkeit, die Mikropartikel 30 mit 
daran gebundener Substanz 25 umfasst, kann gegebenen- 

30 falls in den weiteren Verfahrensschritten eingesetzt werden. 
[0041] Nach Aumahme der Mikropartikel 30 in eine Hiis- 
sigkeit oder unmittelbar nach Binden der Mikropartikel 30 
an die Substanz 25 in einer Hussigkeit wird die die Mikrop- 
artikel 30 umfassende Hussigkeit in eine Durchflusszelle 

35 mit einer Messzelle 1 gespult. Dabei konnen freie Ab- 
schnitte der an den zweiten Rezeptor 29 gebundenen Sub- 
stanz 25 an Abschnitte des ersten Rezeptors 20 binden (Hy- 
bridisieren). Auf diese Weise werden Mikropartikel 30 iiber 
die Bindung ihrer ersten Rezeptoren 29 an die Substanz 25 

40 und iiber deren Bindung an erste Rezeptoren 20 an die Ober- 
flachenschicht 5 gebunden. 

[0042] Durch die Bindung der Mikropartikel andert sich 
das elektrische Feld der Messzelle 1. Nach Kalibrieren der 
Messzelle ist es durch Messung der Konduktivitat und/oder 

45 der Kapazitat der Messelektroden 10, 10' moglich, die 
Menge der an die Oberflachenschicht 5 gebundenen Mi- 
kropartikel 30 zu bestimmen. Damit ist es auch moglich, die 
Konzentration der Substanz 25 zu bestimmen. Werden die 
elektrischen GroBen in Abhangigkeit von der Zeit gemes- 

50 sen, wahrend die Substanz 25 oder die Mikropartikel 30 ein- 
gegeben werden, so kann zudem die Bindungskinetik der 
Substanz an die ersten und/oder zweiten Rezeptoren ermit- 
telt werden. 

55 Patentanspruche 

1. Verfahren zum Nachweisen einer Substanz in einer 
Hiissigkeit, umfassend die Schritte: 

a) Eingeben der die Substanz enthaltenden Hiis- 
60 sigkeit in eine Messzelle, die zumindest zwei 

Messelektroden und eine Oberflache mit ersten 
Rezeptoren zum Binden der Substanz umfasst, 

b) Messen von Anderungen elektrischer GroBen 
mittels der Messelektroden, wobei die Anderun- 

65 gen durch das Binden der Substanz an die ersten 

Rezeptoren hervorgerufen werden, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Substanz in Schritt 
b) mit Mikropartikeln verbunden ist. 
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2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Substanz vor 
oder wahrend Schritt b) uber zweite Rezeptoren mit 
den Mikropartikeln verbunden wird. 

3. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Mikropartikel ma- 5 
gnetisch, vorzugsweise ferromagnetisch sind. 

4. Verfahren nach einem der vorherigen Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die an Mikropartikel ge- 
bundene Substanz vor Schritt b) im wesentlichen abge- 
trennt wird von nicht an die Mikropartikel gebundener 10 
Substanz. 

5. Verfahren nach einem der vorherigen Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Substanz eine Nu- 
cleinsaure umfasst und die ersten und/oder zweiten Re- 
zeptoren jeweils eine erste bzw. zweite Nachweis-Nu- 15 
cleinsaure umfassen, die jeweils mit einem Abschnitt 
der Nucleinsaure der Substanz hybridisieren kann. 

6. Verfahren nach einem der vorherigen Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Abstand zwischen 
jeweils zwei benachbarten Messelektroden der Mess- 20 
zelle weniger als 1 um, vorzugsweise weniger als 
500 nm betragt. 

7. Verfahren nach einem der vorherigen Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Messelektroden mit 
einer Oberflachenpassivierungsschicht versehen sind. 25 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Oberflachenpassivierungsschicht eine 
Schicht aufweist, die aus SiC>2, SisN 4 , einem Metall- 
oxid, Aluminiumoxid, Wolframoxid, Poly amid oder ei- 
nem anderen Polymer oder einer Mischung zweier oder 30 
mehrerer der genannten Substanzen besteht. 

9. Verfahren nach einem der vorherigen Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Schritte a) und b) 
gleichzeitig durchgefuhrt werden. 

10. Verfahren nach einem der vorherigen Anspruche, 35 
dadurch gekennzeichnet, dass die mit den Messelektro- 
den in Schritt b) gemessenen Anderungen Kapazitats- 
und/oder Konduktivitatsanderungen sind. 

11. Verwendung von Mikropartikeln in einem Verfah- 
ren nach einem der Anspruche 1 bis 10. 40 

12. Verwendung einer Messzelle in einem Verfahren 
nach einem der Anspruche 1 bis 10. 
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